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摘要 : 为 了 从 分 子 水 平 上 研究 棉铃 虫 Helicoverpa armigera C Hübner) 对 杀 虫 剂 抗 性 的 产生 机 理 , 本 文通 过 RT-PCR 和 
RACE 方法 首次 从 棉铃 虫 中 肠 中 克隆 了 一 个 疲 酸 酯 酶 全 长 cDNA 序列 。 序 列 分 析 表 明 , 该 基因 包含 一 个 1 794 bp 的 
开放 读 人 码 框 ,129 bp 的 5'UTR 和 139 bp 的 3'UTR 区 域 。 该 基因 编码 597 PAR, 推测 编 码 蛋 白质 的 等 电 点 pI 为 
4.92, 分 子 量 为 67.1 kD, GenBank 登录 号 为 EF547544。 通 过 对 氮 基 酸 的 同 源 性 分 析 表 明 , 该 凑 酸 酯 酶 与 斜纹 夜 蛾 
Spodoptera litura 羧 酸 酯 酶 的 同 源 性 最 高 , 达 60% 。 半 定量 RT-PCR 分 析 表 明 , 该 基因 在 中 肠 组 织 中 表达 量 最 高 ,在 脂 
肪 体 和 生殖 腺 中 表达 量 较 低 ,在 头 部 则 不 表达 。 推 测 该 羧 酸 酯 酶 基因 可 能 主要 参与 棉铃 虫 对 外 源 物质 的 解毒 代 
谢 。 
关键 词 : 棉铃 虫 ; RIRI: RACE; 序列 分 析 ; 组 织 表 达 
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Cloning, sequence analysis and tissue expression of a carboxylesterase gene 
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from Helicoverpa armigera (Hübner) (Lepidoptera: Noctuidae?) 

WANG Dong , LI Bing ^, GUAN Jing-Min'; ZHAO Hua-Qiang , CHEN Yu-Hua"^, SHEN Wei-De"? ' C1. 
School of Basic Medicine and Biological Sciences: Soochow University; Suzhou» Jiangsu 215123; China: 2 
Institute of Sericulture; Soochow University; Suzhou» Jiangsu 215123, China) 

Abstract: In order to study the molecular mechanisms of insecticide resistance in Helicoverpa armigera 
(Hübner), a full-length carboxylesterase cDNA was firstly cloned from H. armigera using RT-PCR and rapid 
amplification of cDNA ends (RACE) strategies. Sequence analysis revealed that this gene contains a 1 794 bp 
ORF, a 129 bp 5' UTR and 139 bp 3' UTR, encoding a 597-amino-acid protein. The predicted molecular 
weight and isoelectric point of this carboxylesterase were 67.1 kD and 4.92, respectively. This gene was 
deposited in GenBank under the accession no. EF547544. Homology analysis showed that this carboxylesterase 
is most similar to that from Spodoptera litura with 60% amino acid identity. The results of semi-quantitative 
RT-PCR showed that this gene was highly expressed in the midgut; low expressed in fat body and gonad and 
not expressed in head. lt is inferred that this carboxylesterase gene may be involved in detoxification of 
xenobiotics . 


Key words: Helicoverpa armigera; carboxylesterase: RACE; sequence analysis: tissue expression 
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一 种 非常 重要 的 农业 害虫 。 

















氨基 甲酸 脂 和 拟 除虫菊 酯 等 
棉铃 虫 对 这 些 农药 产生 了 很 























全 世界 由 于 有 机 人 磅 、 
农药 的 大 量 使 用 , SP 
强 的 抗 性 作用 , 致使 用 


























药 成 本 增加 和 防治 难度 加 大 (McCaffery et al . » 1991: 
Cunning et al., 1991; McCaffery ef al., 1998; 
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大 量 研究 表明 涛 酸 酯 酶 (EC 3.1.1.1) Wi i. 
库 蚊 和 桃 蚜 Myzus persicae 等 害虫 对 有 机 磷 和 菊 酯 等 
杀 虫 剂 抗 性 的 产生 相关 (MeCaffery, 1998; Vulule et 
al..1999; Hemingway; 2000)。 羧 酸 酯 酶 属于 丝氨酸 
水 解 酶 家 族 , 其 活性 中 心 含 一 个 Ser 残 基 , 它 能 有 效 
催化 含 羧基 酯 键 , 酰 胶 键 和 硫 酯 键 的 内 源 性 与 外 源 
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性 多 种 化 合 物 的 水 解 , 即 通过 隔离 ,后 缓慢 代谢 杀 虫 
剂 , 或 者 直接 代谢 含有 一 个 共通 酯 键 的 有 限 类 型 的 
杀 虫 剂 (Karunaratne et al. 1995). 

本 文通 过 RT-PCR 和 RACE 等 方法 首次 从 棉铃 
虫 中 克隆 了 一 个 羧 酸 酯 酶 基因 , 并 对 其 组 织 表 达 特 
性 进行 了 研究 ,为 进一步 从 分 子 水 平 上 解析 羧 酸 酯 
酶 与 棉铃 虫 抗 性 的 关系 提供 参考 。 




























































































1 材料 和 方法 


1.1 材料 

1.1.1 棉铃 虫 虫 源 : 棉铃 虫 幼虫 采 自 浙江 萧山 地 
区 田间 (由 浙江 省 农业 科学 院 周文 林 博 士 馈 赠 )。 棉 
铃 虫 用 人 工 饲料 于 26 + 1%C( 齐 晓 朋 等 , 2008 ), RH 
60% ~ 80% , 光 周 期 16L:8D 的 条 件 下 进行 饲养 。 将 
5 龄 第 3 天 左右 棉铃 虫 在 AC. PBS (pH 7.402 PP 
中 解剖 ,取出 幼虫 头 部 .中 肠 、 脂 肪 体 和 生殖 腺 ,于 - 
70*C 保存 备用 。 

1.1.2 试剂: 250 bp Marker: RTase M-MLV 
CRNaseH- )，RNase Inhibitors Ex Taq Wf, pMDI9-T 载 
TE. RNAiso reagent 总 RNA 抽 提 试剂 盒 和 5'-Full 
Race Kit 为 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 产品 : EE 
回收 试剂 盒 为 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 



































































































































产品 ; 质粒 抽 提 试剂 盒 为 上 海 申 能 博彩 生物 科技 有 
限 公司 产品 。 
1.2 方法 


1.2.1 棉铃 虫 组 织 总 RNA 提取 : 采用 RNAiso 
reagent 将 收集 的 棉铃 虫 幼虫 头 部 、 中 肠 、 脂 肪 体 和 
生殖 腺 等 组 织 参 照 宝生 物 公司 试剂 盒 说 明 提 取 总 
RNA。 
1.2.2. ”棉铃 虫 羧 酸 酯 酶 基因 的 5'/3' RACE 反应 : 5' 
RACE 按照 试剂 盒 说 明 进 行 ,其 中 S'RACE 第 1 轮 基 
特异 引物 为 SRaceP-1 C 5'-TGCGTTTCCAGGGA 
CTTCTTCT-3'), 第 2 轮 梨 式 特异 引物 为 SRaceP-2C5'- 
CGCTGGGAGTGATCTCAGGAGTGTA-3'0. 3' RACE 的 
cDNA 第 一 链 合 成 3' 端 销 定 Oligo dT 引物 为 3Race- 
dTC 5'-CAAGCACAGATCCTGACACTATCGTACAC(T),, - 
30,28 1 和 第 2 轮 梨 式 反 义 引 物 都 为 3Race-MC5'- 
CAAGCACAGATCCTGACACTATCGTACAC-3'); 第 1 
轮 梨 式 基 因 特 异 正义 引物 为 3RaceP-1(5'-TGGGG 
ATGACAATGTATACGGACCTAAGT-3^), ,第 2 fE RILA 
特异 正义 引物 为 3RaceP-2 C 5'-CCTAAGTTCCTIG 
TGAGACACGGAGTTAT-3^). 

1.2.3 cDNA 第 一 链 合成 : 第 一 链 cDNA 合成 反应 



















































































50 uL 体系 包括 : 棉铃 虫 幼虫 不 同 组 织 总 RNA 1 ug 
50 pmol/L Oligo (dT)16 引物 1 uL. 5 x M-MLV buffer 
10 uL, 10 mmol/L each dNTP 2.5 uL, 40 U/L RNase 
Inhibitor 0.5 uL, 200 U/uL RTase M-MLV 1 pL: 于 
42% 反 应 1 he 

1.2.4 H ERR ENS EDI d DX RT-PCR 扩 增 : 
编码 区 5' 端 正义 引物 为 HaEst-1 5'-AGTAGCAAA 
GTAACTAGAAGTGACAACC-3'); 编码 区 3' 端 反 义 引 
物 为 HaEst-2(5'-GAGGCTTTGGTCATTGTCCTAGT-3')。 
以 棉铃 虫 中 肠 组 织 cDNA. 为 模板 , 进行 RT-PCR 反 
应 ,条 件 为 : 94% 预 变性 2 min, 然后 94% 30 s, 退火 
56% 30 s, 72% 延 伸 2 min 10 s 共 30 个 循环 ; 最 后 
72% 延 伸 10 min. RT-PCR 产物 经 0.8% 琼脂 糖 电 
泳 , 凝 胶 纯 化 试剂 盒 纯 化 后 , 死 隆 进 pMD19-T vector 
中 ,用 质粒 抽 提 试剂 盒 抽 提 重组 质粒 ,然后 送 交 上 海 
生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 进行 测序 。 

1.2.5 棉铃 虫 羧 酸 酯 酶 基因 的 组 织 表 达 分 析 : FR 
酸 酯 酶 基因 的 半 定 量 引 物 为 HaEse-S (5'- 
CCTGATGATTGGGAAGGTCTA-3') 和 HaEstA ( 5'- 
AGGTCCAGGTAGTCTTGCTIC3O , 扩 增 片段 大 小 为 
395 bp。 半 定量 PCR 反应 条 件 为 : 94C 预 变性 2 
min; 然后 94% 30 s, 退火 53% 30 s，72% 延伸 30 s 
Fk 29 个 循环 ; 最 后 72% 延伸 7 min。 采 用 棉铃 虫 延 
长 因子 基因 做 内 参 , 上 下 游 引 物 分 别 为 EF-1C'- 
TTCACCCTCGGAGTCAAGCAG-3' 和 EF-2 ( 5'- 
CGTAACCACGACGCAACTCCT-3'), 扩 增 片段 大 小 为 
553 bp。 

1.2.6 在 线 序列 比 对 和 分 析 程 序 : 蛋白 质 序列 分 
析 采 用 ExPASy 在 线 ScanProsite 程序 ; KAMOTE 
和 等 电 点 分 析 采 用 http://www. expasy. org/tools/pi- 
tool. html 在 线 工具 ; 序列 比 对 使 用 ClustalW 程序 ; 
基因 组 序列 和 EST 数据 搜索 使 用 NCBI 上 的 Blast 在 
线程 序 ; 信号 肽 序列 预测 采用 http://www. cbs. dtu. 
dk/services/SignalP 在 线程 序 进行 ; 进化 树 构建 采用 
MEGAA 软件 (Tamura et al . ,2007)。 




































































































































































































































































2 结果 


2.1 棉铃 虫 羧 酸 酯 酶 cDNA 序列 的 克隆 与 序列 分 
析 

















我 们 首先 利用 昆虫 羧 酸 酯 酶 基因 相对 保守 序列 
为 起 始 条 件 ,通过 搜索 比 对 NCBI 上 棉铃 虫 EST 数 
据 库 , 发 现 了 两 段 EST 序列 BU038694 和 EE399784。 
初步 分 析 表 明 这 两 段 序列 可 能 分 别 包 含 棉铃 虫 凑 酸 












































9 期 王 “ 东 等 : 棉铃 虫 拔 酸 酯 酶 基 














因 的 克隆 、 序 列 分 析 及 组 织 表达 981 





酯 酶 基因 的 起 始 密码 子 序 列 和 部 分 中 间 序 列 。 我 们 
根据 这 两 个 EST 序列 设计 了 两 段 正 义 基 因 特 异 引 
W, RIHI 3' RACE 方法 从 棉铃 虫 中 肠 中 克隆 了 该 基 
因 的 3' 端 序列 ,大 小 为 1 563 bp El 1); 然后 根据 拼 
接 的 EST 序列 设计 两 对 反 向 特异 引物 ,利用 5' RACE 
方法 克隆 得 到 了 5' 端 UTR 序列 , 大 小 为 512 bp( 图 
D: 然后 根据 测 得 的 3 和 3"' 端 序列 设计 了 一 对 引物 
扩 增 了 包含 该 基因 完整 开放 读 码 框 CORF ) 的 序列 ， 












































大 小 为 1 912 bp( 图 1)。 
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图 1 A ERREKIE A và DE 
Fig.1 








Cloning of carboxylesterase gene 
from Helicoverpa armigera 
M: 250 bp 分 子 量 标准 250 bp Marker: 
1: 3'RACE 产物 Product of 3' RACE; 
2: 5'RACE 产物 Product of 5'RACE; 


3: 编码 区 克隆 Cloning of ORF region. 


序列 分 析 表 明 该 全 长 基因 包含 一 个 完整 的 
1 794 bp 的 ORF, 129 bp 的 5'UTR,139 bp 的 3'UTR 及 
— Et poly CA) 尾巴 ,编码 597 PAR, GenBank 登 
录 号 为 EF547544( 图 2)。 使 用 ExPASy 上 的 Compute 
pI/Mw 程序 分 析 该 基因 推定 蛋白 质 等 电 点 (pI) 为 
4.92, 分 子 量 约 为 67.1 ktD。 将 此 和 蛋白质 序列 在 
NCBI 上 比 对 发 现 该 蛋白 序列 与 斜纹 夜 蛾 Spodoptera 
litura 羧 酸 酯 酶 (ABE01157) 同 源 性 最 高 , 达 60% 。 用 
ScanProsite 程序 分 析 发 现 含 有 推定 的 6 个 蛋白 激酶 
C PEE Hr rx 11 个 酪 蛋白 激 酶 工 磷 酸化 位 点 ,4 个 
N- 糖 基 化 位 点 和 1 个 酷 氮 酸 激酶 磷酸 化 位 点 。 该 氨 
基 酸 序列 含有 3 个 半 胱 氨 酸 残 基 , 分 别 为 Cys84， 
Cys102 和 Cys495, 其 中 Cys84 和 Cys102 相距 较 近 。 
该 羧 酸 酯 酶 推定 和 蛋白质 序列 中 包含 EDCLYLNVYTP 
序列 ,是 B 型 羧 酸 酯 酶 特征 2 位 点 ,其 中 包括 Cys102 
位 点 ,估计 该 半 胱 氮 酸 位 点 与 Cys84 位 点 参与 了 二 
硫 键 的 形成 。 通 过 与 已 鉴定 三 维 晶 体 结构 的 电 鳃 乙 
栈 胆 碱 酯 酶 比 对 发 现 该 蛋白 质 存在 一 个 推定 的 三 联 


















































































































































体 众 化 活性 中 心 207-S, 341-E, 和 465-H; 其 中 活性 
中 心 的 Ser 残 基 也 是 一 个 在 羧 酸 酯 酶 和 胆 碱 酯 酶 上 
比较 保守 的 连续 基 序 Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly 的 一 部 分 
(Cygler et al.» 19932, TE JI X2 IR Wa E EX Gly205- 
Glu206-Ser207-Al1a208-Gly209. SignalP 信号 肽 预测 程 
序 分 析 该 序列 表明 此 基因 推定 的 蛋白 质 序列 在 N 
端 含有 一 个 20 个 氨基 酸 的 分 泌 信 号 肽 序列 。 
2.2 ”棉铃 虫 羧 酸 酯 酶 基因 组 织 表达 分 析 
利用 半 定 量 RT-PCR 方法 鉴定 了 棉铃 虫 头 部 、 
中 肠 、 脂 肪 体 和 生殖 腺 ( 精 梨 和 卵 梨 混合 物 ) 等 不 同 
组 织 中 羧 酸 酯 酶 基因 的 表达 量 差异 。 结 果 表 明 该 酯 
酶 基因 在 中 上 肠 中 表达 量 最 高 , 在 脂肪 体 和 生殖 腺 表 
达 量 相对 较 低 , 而 在 头 部 则 不 表达 (图 3)。 
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Fig. 3 Tissue expression profile of 
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carboxylesterase from Helicoverpa armigera 
M: 250 bp 分 子 量 标准 250 bp Marker; 
1: 头 部 Head: 2: 中 肠 Midgut: 
3: 脂肪 体 Fat body: 4: 生殖 腺 Gonad. 

2.3 棉铃 虫 羧 酸 酯 酶 与 其 他 酯 酶 氨基 酸 序 列 同 源 
比较 和 进化 分 析 

将 由 棉铃 虫 凑 酸 酯 酶 推定 的 氨基 酸 序 列 在 
NCBI 的 blastp 程序 比 对 发 现 与 斜纹 夜 蛾 其 酸 酯 酶 同 
源 性 最 高 , 达 60%; XA Bombyx mori CarE-6 的 同 
源 性 稍 低 , 达到 41%; 与 抗 性 相关 的 家 蝇 Musca 
domestica MdaE7 和 库 蚊 Culex pipiens quinquefasciatus 
Esta2 序列 一 致 性 分 别 为 30% 和 29%; t5 E E 
Torpedo californica 乙酰 胆 碱 酯 酶 和 家 和 蛋 CarE-3 相似 
性 非常 低 , 分 别 为 23% 和 20% 。 序 列 比 对 分 析 表 明 
不 同 昆虫 涛 酸 酯 酶 之 间 在 活性 位 点 和 近 氨 基 端 序列 
保守 性 相对 比较 高 。 通 过 选取 鳞 翅 目 、 膜 翅 目 、 双 却 
目 和 鞘翅 目 主 要 代表 昆虫 的 多 个 羧 酸 酯 酶 氮 基 酸 序 
列 与 杨 铃 虫 羧 酸 酯 酶 一 起 采用 邻近 法 构建 了 进化 树 
(图 4)。 进 化 分 析 表 明 , 属于 同一 目 昆 虫 的 羧 酸 酯 
酶 大 体 上 聚 类 在 一 起 ,比如 棉铃 虫 与 斜纹 夜 峨 、 家 鼻 
等 鳞 刀 目 昆 虫 多 个 羧 酸 酯 酶 聚 在 一 起 ， 家 晶 与 扰 ! 
晶 Haematobia irritans irritans ~ K$ Lucilia cuprina、 
黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 等 双 却 目 昆虫 的 多 
^M NEAR E E. gum T RH H BS ULT Y 
Tribolium freemani « AZ & f& T Popillia japonica 和 炙 
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CtCfRgCCT 
acatetrcagagaagatgtagtgaagtatttcgtgataaaacattaaaectaarttagaag 
rttgrtraaaacaaggatacaaaacaagaacragragcaaagtaactagaagrgacaacc 
atgacgrcagtgaracatategtgregoettcrageagtgrtgtoggogecggegotogor 
ESY LhgI Y S b LA YR 5 uw dq I s 
Eglgcaaglgagagtgagcgacggc Lgl Lggagggagage gae Lgatcaacgag Calc 
w*«* cv EY 0G L L E mE RE L I NE Y 
REgtgctgagtacttcagctttagaggaatccecgtatgegcagecaccetetoggagatcte 
Dc E GCUY Rd IRYXXxr]-gSsIL 
agattcaaggctccacaaccrccgaccccgtggaacaargtecgcagegcecaaggagttr 
Bo kx Ru BBRBgJEÀESXXAAXA Y 5A o e E 
Egtaacaartgtergcagrtacgacrrgrtcaragacaaaggaaagegaagtggcgatgaa 
人 
gattetoetetatotoancgtgtacactoct sagatcoactoeocagcgagectetgocagte 
| 
atggtcrggatccacggaggaggtrtcegtetecggcagrggggatgacaatgratacgga 
My Ww Xu 0 a vo v S. i»013 0 dy xXx 
cciaagttecttgrgagacacggagt tattttagteacgattaactacegactegaagtt 
POR OGEGECVEOUJL OG Y I E OWN OT I 3X dL 
ctiggLCLLecll lect lagatacagaagaag lece Lggaaacgcaggaad Laaagalcaa 
].4z Pkhx*tt0TESEbSYyS T mN wE 
Egtggccgcgctcaggt.gggtceaataaaaacategocaactteggt ggagaccetaacaac 
Yo AbOEYYSM K 5 I A.N FP o5 (o D ENN 
gilaccalallcgglgaaagcgelggaggggtceaglgltetet Labeaagbaateteacca 
VT TOR GC REMA G h Y $5 Y S3-.Y qv IX 
atgtecaaaggattattcaagagagccatagctcagagrggtgtcagtgtcoggtrtattgg 
Mox» &o€.bdds &K RA TA Oq S od Vocm vo Ww 
gcgcagrcatataggecaagagaaagaggetregetttggocaggagtrtaggattacar 
AES TEE RE EB dw D PUGAS De 4 dO ls X te 
actgacaatgtcactgaagttLalgagt Lectgaaagl Lcagecage Lraatcac Lega 
l1 Dc yh OE X X E B L KoW Qo X USC I CY 
caaatcaaggcggcagtaacrttactcegaacacgaaagaccrtaacgttgaagtttacttr 
d LoEwox sos IL ROWROWCYWCE C WM CE 
agcgLgacigulgauaaucaalteggaaucaalgagagal LeLletaeggagalalgulg 
S8 v TU ERE 3 Eu ld 
aatgcagtglcaaaaaacgtccacgaaggcgtagalattatgacaggatacacgge tgac 
wo vr EY YY HEB Y xIMTT m&xTcwx5 
gaaggactcatgggtgttgeraterteggtcaaarcaarreaagtrragaacaagctaga 
EC Lb XC V X IBS S I NS S bd vuAR 
agtttcecacaatrcetttgtatecracecaargtegetcaatttgecagttgatgatcaa 
S E.g FP pF YS Y mPMsSL S wILJ MJEJEm 
rtggaacttggaargaaaatecagggacrattartrtaaaaarcagattrcaaracctgar 
LiE du METISGDIEISXESZEÉrEM Lcid 
gatigggaaggtcratcaagatacracggcatggatatattetcartteeccactgtgtgg 
D WEG LS y X 56 MODI T xu auge - ww 
tggal laggt laalegelegcacgaa laagaacaaggcalalelglacaaglleacegle 
EWWEL A REREN NETET GLO 3 ERY 
aagtccgagctgaacaaggctgctcacalgatgggattagccgacatacteggagacagg 
下 
cuggLgglLegctceacaglbgacgalttguettaettgtteagtLeagt LeuacalLgectact 


< LS Y Lb Fs ew dg a gc 
ittgacatgaccacgaccecattettatacattgaccgtgtttgraggetgtgggrtceaat 
FDMTITPHELYIDRYVY [c|n le Wy IN 
ttegegaaatatggggacectactccetgacgcatcgttgggtgtggagtggaagccatac 
Iu G EF RDAS 5: You Ww NGC 
lcgcilggagaagcaagac LacclLggaccLceggcaaccagclgg Legccgggaacgagced 
SLEEK D Y DLDbDbDb.L v NM Q$ L Y A S oM OE 
galgecgaagadalaaag t lelgggaagalacle laac Lgaal Legggcagagae Lr tac 
SEELE Ew EN PF Eei e y 
LLggatgaagatgaggat Legglcaaclecalccecggleagecae Lealecegcaggalaag 
k NERE EREYNS $985. M IW gum 
ttgrccgcartaatatrattgttattttrerttggocaattcectecggottraaagaaaa 
lh; im we od xJgdg hk EEG F i 1l:-— 
gglleglillggggaadadasdlalacacage LLgg lb LagacLgatataclt Laaaaaaaltg 
cacLaggacaaltgaccaaagec Legaclglaclgal laanalatgl igl Lat Laaat tel 
aattatttattacaaaaaaadgaaaadgaadgaaaaad 











图 2 棉铃 虫 羧 酸 酯 酶 基因 全 长 cDNA 序列 及 推定 的 氨基 酸 序 列 
Fig. 2 The full-length cDNA and deduced amino acid sequence of carboxylesterase from Helicoverpa armigera 
翻译 起 始 密 码 子 (ATG) 和 终止 密码 子 (TAA) 用 下 划 线 标 出 ; 半 胱 氨 酸 残 基 用 方 杠 标 出 ; 三 联 体 活 怕 


Translation start codon ( ATG) and termination codon (TAA) are underlined: cysteine residues are boxed: 















































amino acid residues thought to make up the catalytic triad are shaded. 
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阴影 标示 。 
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MdaE7 Musca domestica 



















Alpha E7 Haematobia irritans irritans 
Esterase E3 Lucilia cuprina 


Alpha-esterase-7 Drosophila melanogaster 





Alpha-esterase 2 Drosophila buzzatii 





Esto2 Culex pipiens quinquefasciatus 
Acetylcholinesterase Torpedo californica 
Carboxylesterase Apis mellifera 

Esterase Anisopteromalus calandrae 

99 Carboxylesterase Nasonia vitripennis 

Alpha-esterase Aedes aegypti 


31 
Carboxylesterase Athalia rosae 





Esterase Tribolium castaneum 
Carboxylesterase Anopheles gambiae 
99 Esterase Culex pipiens quinquefasciatus 
99 CarE-4 Bombyx mori 
26 CarE-5 Bombyx mori 
12 CarE-like Helicoverpa armigera 
l2 CarE-6 Bombyx mori 


Carboxylesterase Helicoverpa armigera 
99 


99 Carboxylesterase Spodoptera litura 
36 





Antennal esterase Mamestra brassicae 


80 CarE-2 Bombyx mori 


CarE-7 Bombyx mori 


Esterase E4 Myzus persicae 


76 
Esterase Popillia japonica 
86 


99 Esterase Tribolium freemani 


CarE-1 Bombyx mori 





CarE-3 Bombyx mori 
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图 4 棉铃 虫 羧 酸 酯 酶 与 其 他 酯 酶 进化 分 析 
Fig. 4 Phylogenetic relationship between the carboxylesterase from Helicoverpa armigera and other esterases 
用 于 本 分 析 的 酯 酶 及 其 GenBank 登录 号 Esterases involved in this analysis and their GenBank accession no.: +p f$ Ui Xe Ng Wk Ny 
Carboxylesterases Helicoverpa armigera ( ABQ42338 ); 棉铃 虫 羧 酸 酯 酶 类 似 和 蛋白 Carboxylesterase-like protein; Helicoverpa armigera 
(ABU88425 ); RIE PE IR FR MR WG NF Carboxylesterase: Spodoptera litura ( ABE01157); H Æ & fa F Hs Mẹ Esterase, Popillia japonica 
(AAX58713); 拟 谷 盗 酯 酶 Esterases Tribolium freemani (CAH64516); IRIA A FRE Esterases Tribolium castaneum (CAH59956); 埃及 伊 
蚊 酯 酶 Alpha-esterase，4edes aegypti CEATA40802); SENT EXE RS Carboxylesterase» Athalia rosae ( BAD91555); 冈比亚 按 蚊 酯 酶 
Esterase» Anopheles gambiae (EAA00872); 金 小 蜂 羧 酸 酯 酶 Carboxylesterase> Anisopteromalus calandrae ( AAC36245); 铜绿 晶 酯 酶 Esterase 
E3, Lucilia cuprina (AAB67728); 寄生 黄蜂 羧 酸 酯 酶 Carboxylesterase，Nasonia vitripennis CXP _ 001602413); 甘蓝 夜 蛾 触角 酯 酶 Antennal 
esterase, Mamestra brassicae ( AAR26516); 蜜蜂 酯 酶 Esterase, Apis mellifera (XP_ 394697); 家 晶 羧 酸 酯 酶 Carboxylesterase MdaE7，Musca 
domestica ( AAD29685 ); 黑 腹 果 晶 酯 酶 Alpha-Esterase-7， Drosophila melanogaster ( NP.. 524261 ); 扰 血 晶 酯 酶 Alpha E7 esterase» 
Haematobia irritans irritans C AAF14517); 果 晶 酯 酶 Alpha-esterase 2, Drosophila buzzatii ( AAF26723); 库 蚊 凑 酸 酯 酶 Carboxylesterase， 
Culex pipiens quinquefasciatus ( EDS268212: 库 蚊 酯 酶 Esta2» Culex pipiens quinquefasciatus ( CAA88030); 桃 蚜 酯 酶 Esterase E4, Myzus 
persicae (CAA52648 ); HE fÆ Z Wi JE m Wa MF Acetylcholinesterase» Torpedo californica ( CAA27169 ); Z Æ WB I$ CarE-1, Bombyx mori 
(AAY54259); 家 香 酯 酶 CarE-2, Bombyx mori (ABD36195); KÆNKNS CarE-3, Bombyx mori (ABF51336); 家 和 蛋 酯 酶 CarE-4，Bombyx mori 
(CABF51449); 家 乍 酯 酶 CarE-5, Bombyx mori (ABK27874); ZX AES CarE-6» Bombyx mori (ABX46627); KÆ MANS CarE-7; Bombyx mori 
(ABY57298). 分 文 上 的 数字 表示 1 000 次 重复 的 引导 值 。The number beyond each branch indicates the bootstrap value of 1 000 replications. 
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WAK Tribolium castaneum, 其 中 前 两 个 聚 类 在 一 
起 , 亦 拟 谷 盗 则 与 双 翅 目的 冈比亚 按 蚊 Anopheles 
gambiae 等 昆虫 聚 类 在 一 起 。 同 一 物种 内 比如 本 研 
究 克 隆 的 棉铃 虫 铸 酸 酯 酶 与 另 一 个 棉铃 虫 羧 酸 酯 酶 
类 似 和 蛋白 的 同 源 性 比较 低 , 一 致 性 达 2496; 家 看 的 















































了 多 样 的 酯 酶 基因 , 可 能 行使 着 不 同 的 生理 功能 ; 
而 不 同 昆虫 之 间 相 似 性 较 高 的 酯 酶 可 能 属于 直系 同 
源 基因 , 起 着 类 似 或 相同 的 作用 。 比 如 铜绿 蝇 
LcaE7 FURIE DmaE7 氨基 酸 序 列 相似 性 为 64%, 而 
且 至 少 4 个 或 者 可 能 所 有 的 5 个 内 含 子 位 点 都 相 


















































7 个 法 酸 酯 酶 同 源 性 差异 也 比较 大 , 相互 之 间 的 序 
列 一 致 性 在 17% ~ 62% 之 间 ， 聚 类 分 布 在 不 同 目的 
昆虫 中 。 














3 讨论 














本 研究 通过 RT-PCR 和 RACE 等 方法 克隆 了 棉 
铃 虫 中 第 一 个 法 酸 酯 酶 cDNA 序列 。 推 定 的 氨基 酸 
序列 包含 丝氨酸 蛋白 酶 家 族 典 型 的 催化 三 联 体位 点 
(207-S,341-E, 和 465-H)。 这 些 保守 的 活性 位 点 对 
酯 酶 的 生物 活性 非常 重要 , 位 点 特异 点 突变 表明 
Ser203 - Thr203, Glu336 - Ala336 和 His450 - Ala450 
的 突变 能 极 大 地 降低 羧 酸 酯 酶 活性 (Satoh and 
Hosokawa» 1998)。 序 列 比 对 表明 该 羧 酸 酯 酶 在 羧基 
末端 没有 多 数 可 游 性 羧 酸 酯 酶 常见 的 内 质 网 腔 注 留 
信号 序列 Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL) C Pelham; 1990). 
通过 SignalP 程序 预测 该 序列 在 氨基 端 有 一 个 20 个 
氨基 酸 的 信号 肽 序列 ,这 与 其 他 许多 送 酸 酯 酶 类 似 ， 
比如 人 类 肝脏 的 许多 已 知 羧 酸 酯 酶 以 及 桃 蚜 的 与 搞 
性 相关 的 羧 酸 酯 酶 EA 都 存在 一 个 20 个 氨基 酸 左右 
的 信号 肽 序列 (CKroetz et al.» 1993; Field er al.， 
1993)。 表 明 此 羧 酸 酯 酶 能 分 泌 到 细胞 外 , 可 能 主要 
在 细胞 外 起 作用 。 但 是 羧 酸 酯 酶 是 否 含有 信和 号 肽 序 
列 与 抗 性 并 无 必然 联系 , 因为 与 抗 性 相关 的 果 晶 羧 
酸 酯 酶 E7 和 铜绿 晶 羧 酸 酯 酶 E3 都 没有 信和 号 肽 序列 
C Vaughan and Hemingway; 1995; Robin et al., 1996), 
推测 它们 主要 分 布 在 细胞 质 或 细胞 器 中 起 代谢 作 
用 。 分 泌 型 和 非 分 泌 型 的 送 酸 酯 酶 代谢 机 理 差 异 还 
需要 进一步 的 研究 。 
对 该 凑 酸 酯 酶 的 组 织 表 达 分 析 表 明 此 基因 在 
肠 中 表达 量 最 高 , 在 其 他 组 织 中 表达 量 比 较 低 或 不 
表达 。 由 于 中 肠 一 般 被 认为 是 昆虫 主要 的 消化 解毒 
器 官 C(Yu et al .，2003), 推 测 此 法 酸 酯 酶 基因 可 能 与 
棉铃 虫 对 外 源 物质 的 解毒 代谢 相关 。 
进化 分 析 表 明 虽 然 属 于 同一 目的 昆虫 酯 酶 间 相 
似 性 大 体 相 对 较 高 ,但 在 同一 物种 之 内 多 个 酯 酶 基 
因 的 同 源 一 致 性 差异 较 大 , 部 分 酯 酶 相互 之 间 的 同 
源 性 反而 不 如 和 其 他 物种 间 的 同 源 性 高 , 这 表明 同 
一 物种 内 的 酯 酶 基因 经 历 了 较 大 的 进化 改变 , 形成 
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同 ,表明 它们 可 能 属于 直系 同 源 基 因 (Newcomb et 
al .，1996; Newcomb et al.» 1997). 

Gunning 等 (2005 ) 发 现 一 个 澳大利亚 田间 棉铃 
虫 种 群 对 Bt 毒素 CrylAc 转基因 棉花 产生 275 倍 抗 
性 ,经 研究 表明 酯 酶 可 能 通过 将 Bt 毒素 隔离 从 而 产 
生 抗 性 。 由 于 酯 酶 介 导 的 害虫 传统 杀 虫 剂 抗 性 机 理 
非常 普 裔 , 由 酯 酶 介 导 的 Bt 毒素 机 理 是 否 与 传统 杀 
虫 剂 的 广泛 使 用 有 关 还 不 清楚 。 本 研究 克隆 的 棉铃 
虫 凑 酸 酯 酶 基因 为 进一步 从 分 子 水 平 上 研究 棉铃 虫 
对 传统 杀 虫 剂 和 Bt 毒素 的 抗 性 机 理 提供 了 参考 。 
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